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Resumo 
 
Neste trabalho foi apresentado o projecto, construção e testes de certificação de uma 
célula para Calorimetria Fotoacústica com rigoroso controlo da temperatura. Este 
controlo é vital para eliminar o sinal fotoacústico por deposição de calor em soluções 
aquosas (coeficiente de expansão térmica, α=0), permitindo quantificar apenas o sinal 
produzido por mudanças volumétricas. Uma das principais aplicações será no estudo de 
(des)enovelamento de proteínas.  A célula foi construída em aço (Cp=480 J/kg K) e foi 
projectada com canais internos por onde deve passar o fluido termostático vindo de um 
banho externo para o controlo da temperatura. O corpo da célula foi isolado 
termicamente do ambiente externo por um sistema constituído por uma borracha 
elastómera de K Flex ST de baixa condutividade térmica (k=0,034 W/m K). Com o 
intuito de controlar com rigor a temperatura da solução da amostra, foi projectado e 
construído um sistema de pré-arrefecimento da solução. É constituído por uma 
serpentina de aço (por onde passa a amostra) imersa num banho termostático de 
alumínio, ligado em série com o banho controlador da temperatura e a célula. Os valores 
da temperatura da amostra, medidos na célula, foram iguais aos valores medidos no 
banho da serpentina, mostrando não haver trocas de calor entre estes dois sistemas, 
garantindo boa eficiência no controlo da temperatura. O controlo térmico foi estudado 
para água pura e em diferentes concentrações de sais (NaCl e soluções tampão de 
fosfato) excitando o overtone da água a 2000 nm (5000 cm
-1
) e recolhendo o sinal 
fotoacústico num intervalo de -1ºC a 15ºC. Os valores das temperaturas para os quais o 
coeficiente de expansão térmica é zero foram: 3,0 ºC para água pura; 2,75ºC, 2,53ºC e 
1,89ºC para as concentrações em NaCl de 5 mM, 10 mM e 50 mM, respectivamente; 
2,97ºC, 2,43ºC e 1,92 para as concentrações em tampão fosfato de 5 mM, 10 mM e 50 
mM, respectivamente. A relação da força iónica com a temperatura à qual α= 0, mostrou 
que a partir de 0,05 M C
2 
de força iónica, a temperatura estabiliza. 
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Abstract 
A cell for time resolved photoacoustic calorimetry (PAC) with temperature control was 
developed and tested.  The temperature control is critical in the study of PAC signal 
generated only by volume changes, meaning that the photoacoustic signal generated by 
heat deposition in aqueous solutions (thermal expansion coefficient, α=0) must be 
avoided. One of the main applications of volume changes measurements is in the study 
of proteins folding/unfolding. The cell was made in steel (CP=480 J/kg K) and designed 
with internal channels where the thermostatic fluid from an external bath flows 
controlling the temperature. The cell body was insulated with an elastomeric rubber 
system K Flex ST with low thermal conductivity (k=0,034 W/m K). In order to achieve 
a rigorous temperature control of the sample solution, a system of pre-refrigeration was 
built being composed of steel serpentine (where the sample flows) immersed in a 
thermostatic bath connected with the bath of temperature controller and the cell. 
Certification of all system were made measuring the sample temperature values in the 
cell body. These temperatures were the same of that measured in the serpentine bath, 
ensuring a good efficiency in the temperature control. The thermal control was also 
studied measuring the photoacoustic signal in pure water and at different salt 
concentrations (NaCl and Phosphate buffer solutions) exciting the water overtone at 
2000 nm (5000 cm
-1
) with temperature ranging from -1ºC to 15ºC. The temperature  in 
which the thermal expansion coefficient is zero were: 3.0 ºC for pure water; 2.75 ºC, 
2.53 ºC and 1.89ºC for NaCl concentrations at 5 mM, 10 mM and 50 mM, respectively; 
2.97ºC, 2.43ºC and 1.92ºC for Phosphate buffer solutions at 5 mM, 10 mM and 50 mM, 
respectively. The relationship between the ionic strength and the temperature given α=0, 
showed that for values of ionic strength higher than 0.05 M C
2
 the temperature to obtain 
α=0 does not change. 
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Capítulo 1 - Introdução 
 
O fenómeno fotoacústico foi descoberto por A. G. Bell [1] em meados de 1880. Este 
baseia-se na produção de uma onda acústica (ultrassom) num meio pela interacção dos 
fotões com a matéria. Um dos processos que pode gerar onda fotoacústica é a absorção 
de luz pelas moléculas e posterior deposição de calor através da conversão interna (IC) 
gerando uma onda de pressão. A onda de pressão gerada contém toda a informação 
sobre as características energéticas e temporais da molécula que produziu o decaimento. 
A partir daí, a calorimetria fotoacústica resolvida no tempo (PAC) tem sido usada para 
determinar as energias dos estados excitados, rendimentos quânticos de formação e 
tempos de vida destes, com importante aplicação na fotoquímica e fotofísica de 
processos mono e bi-moleculares [2]. A Calorimetria fotoacústica tem demonstrado ser 
uma técnica experimental versátil e complementar a outras, como a flash-photolysis, 
uma vez que a PAC baseia-se nos decaimentos não-radiativos e tem sensibilidade de 
detecção o que permite trabalhar com soluções em baixas concentrações.  
O desenvolvimento inicial da PAC como técnica espectroscópica foi feito por 
Ducharme et al. [3], Braslavsky et al. [4] e Peters et al. [5] sendo estes trabalhos 
rapidamente desenvolvidos por outros autores [6,7,8,9,10]. O principal aspecto de 
melhoria da técnica deu-se no desenvolvimento da célula fotoacústica.  
Em 1979, Ducharme e al. [3] descreveram uma célula fotoacústica como sendo 
simples de usar, fácil de construir, apresentando boa sensibilidade e boa relação 
sinal/ruído. Desenvolveram uma célula com o intuito de ser usada em moléculas 
fotossensíveis onde tentaram obter o melhor sinal sem aumentar a intensidade da fonte 
de luz ou reduzir o tamanho do porta-amostras. Esta célula foi desenhada para o estudo 
de sólidos e líquidos e tinha um percurso óptico fixo. O corpo da célula foi produzido 
em aço inoxidável polido, pois era de fácil limpeza e foi preferido ao alumínio uma vez 
que é quimicamente inerte. A janela utilizada era de quartzo para permitir um amplo 
espectro de transmitância. O microfone foi colocado segundo um ângulo de 90º em 
relação ao feixe de luz incidente e a uns milímetros de distância do compartimento da 
amostra para minimizar o espalhamento de luz na direcção do microfone. Braslavsky et 
al. [4] e Peters et al. [5] usaram e desenvolveram a célula fotoacústica com o mesmo 
design anteriormente descrito. Em 1989, Melton [6] e posteriormente em 1992, Arnaut 
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[7] desenvolveram uma célula muito sensível apresentando uma boa relação sinal/ruído. 
Esta célula permitiu uma resolução melhor dos tempos de decaimento dos transientes e 
apresentava uma redução dos efeitos de reflexão. Esta nova célula foi baseada na 
geometria de irradiação frontal. A célula consistia numa janela de quartzo, transparente 
ao comprimento de onda do laser, e um espelho dieléctrico, com elevada reflectividade 
ao comprimento de onda do laser, separados por um anel de cobre de espessura variável 
de 0,05 a 1 mm que determinava o caminho óptico. Através do caminho óptico a 
solução era passada em fluxo através de uma bomba. O laser incidia 
perpendicularmente na janela de quartzo atravessando a solução e sendo reflectido pelo 
espelho dieléctrico fazendo com que o caminho óptico ficasse com duas vezes o 
tamanho do anel separador. A onda fotoacústica gerada na célula era detectada por um 
transdutor piezoeléctrico colocado na parte de trás do espelho dieléctrico. A principal 
vantagem desta geometria é a melhoria na relação sinal/ruído melhorando a capacidade 
para se trabalhar com soluções diluídas e menores energias de laser, quando comparadas 
com o método com irradiação perpendicular, melhorando muito a resolução temporal e 
a capacidade de separar decaimentos consecutivos.  
Em 1995, Puchencov [8] introduziu modificações importantes na célula de 
geometria de irradiação frontal. A solução da amostra é comprimida entre uma janela de 
quartzo transparente e um espelho dieléctrico com elevada reflectividade. O 
espaçamento entre a janela transparente e o espelho dieléctrico é definido com teflon 
para percursos ópticos pequenos ou com espaçadores de aço para percurso ópticos 
maiores. As principais inovações desta célula são a entrada e saída da solução que se faz 
pela janela de quartzo e apresenta mecanismos de controlo da temperatura. O corpo da 
célula é de aço, apresenta cavidades no interior por onde circula um líquido termostático 
e é isolada com folhas de borracha porosa. A solução da amostra é pré-termostatizada 
num banho exterior à célula. Em 1998, Autrey [9,10] desenvolveu uma nova geometria 
para a célula fotoacústica que faz uso de um par de prismas, LPC (layered prism cell). 
Nesta célula, a luz do laser incide lateralmente numa das faces do prisma e chega com 
um ângulo incidente de 45º na interface prisma/líquido. A luz pulsada do laser é então 
refractada pela solução gerando uma onda de pressão que será detectada por um 
transdutor o qual não está na mesma direcção da luz do laser, Fig.1. 
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Esta célula proporciona uma boa flexibilidade espectroscópica combinando um aumento 
da resolução temporal com a isenção de ruído de fundo na célula, dado que o laser não 
incide na direcção do transdutor.    
Do ponto de vista instrumental, para atém da melhoria da célula PAC, do 
desenvolvimento de lasers, OPO (optical parametric oscillator) e osciloscópios para a 
recolha de dados, que contribuíram para melhorar a qualidade de aquisição de dados, foi 
muito relevante para o desenvolvimento da PAC a melhoria dos métodos de 
desconvolução das ondas fotoacústicas. Foram concebidos novos sistemas de análises 
de dados, tendo-se hoje software disponível para análise através da internet [11].  
A aplicação desta técnica espectroscópica tem tido algum relevo em diferentes tipos 
de estudos. Um deles é na determinação do rendimento quântico e tempo de vida do 
estado tripleto ou da energia do estado tripleto T1. Outra aplicação importante da PAC 
que tem sido desenvolvida é no estudo do enovelamento de proteínas [12,13,14,15] 
Estes são processos que geram uma onda fotoacústica, PA, por alteração de volume e 
são a principal aplicação para a qual este trabalho foi desenvolvido. Para estudar a 
geração de onda PA exclusivamente por alteração volumétrica é necessário achar uma 
condição em que decaimentos não radiativos, ou deposição de calor, não produzam uma 
onda PA. Esta condição ocorre para a água a 3,98 ºC. Nesta temperatura o coeficiente de 
expansão térmica é nulo e varia com a concentração de iões na solução. Portanto, 
próximo desta condição, os parâmetros termoelásticos dependem fortemente da 
temperatura, especialmente devido ao coeficiente de expansão térmica, obrigando a um 
controlo rigoroso da temperatura na célula fotoacústica. Para atingir a condição do 
coeficiente de expansão térmico igual a zero é imperativo que a célula fotoacústica 
tenha um excepcional controlo da temperatura tanto no que diz respeito à precisão do 
valor da temperatura do líquido dentro da célula quanto à manutenção dessa temperatura 
durante a experiência. 
Neste projecto, foi desenvolvida uma célula PAC acoplada a um sistema térmico, 
Fig 1 - A luz transmitida atravessa os prismas e 
gera uma onda fotoacústica paralela ao 
transdutor. A onda de pressão acústica 
propaga-se através do prisma com a velocidade 
do som respectiva até ao transdutor [9,10]. 
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que comportasse as características técnicas da geometria de irradiação frontal da célula 
existente no Laboratório de Fotoquímica. Para um controlo eficiente da temperatura da 
amostra e do corpo da célula, foi desenvolvido um sistema de banho com serpentina. 
Foram levadas em conta algumas características que influenciam a prática experimental, 
tais como, a facilidade na montagem/desmontagem para limpeza e troca de 
componentes. Para testar a montagem final da célula fotoacústica, várias experiências 
foram realizadas com água pura e soluções aquosas com diferentes concentrações de 
sal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
